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Résumé
La biologie des systèmes vise à intégrer nos connaissances au niveau du
fonctionnement des composantes de la cellule. Des outils permettant d’observer le
comportement dynamique de ces composantes doivent être développés, puisqu’ il
existe un manque important d’informations sur leur comportement dynamique.
L’étude des interactions entre les composantes protéiques des complexes
fonctionnels, qui sont à la base de la majorité des fonctions de la cellule, est
fondamentale à cette fin. Le «Fluorescent Protein-fragment complementation
assay », ou PCA par fluorescence, est une méthode développée par notre laboratoire
et permettant de détecter in vivo les interactions protéine-protéine. Nous souhaitions
établir les capacités du PCA par fluorescence à cartographier des voies de
signalisation, autant à l’état statique qu’en présence de stimulation. Nous avons
choisi la voie MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) HOG de Saccharomyces
cerevisiae comme modèle simple et facile d’utilisation pour effectuer nos essais. La
cartographie statique par PCA de la voie 110G a permis de détecter la majorité des
interactions rapportées dans la littérature, et a aussi permis de détecter de nouvelles
interactions potentielles. Par contre, le PCA par fluorescence s’est révélé être
incapable de détecter les modulations rapides survenant lors de l’activation de la
voie HOG. La quête d’une approche PCA permettant d’observer, en temps réel, les
changements survenant au niveau des complexes de protéines est donc toujours en
cours. Une telle approche fournirait un outil important nous permettant de mieux
comprendre les mécanismes complexes qui sont à la base de la vie.
Mots clefs: Interactions protéine-protéine, «Protein-fragment complementation
assay » (PCA), voie de réponse au choc osmotique
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Abstract
Systems Biology aims at integrating various aspects of celÏular functions to increase
our knowledge about them. Tools allowing the dynamic study of the various
components of the celi need to be deveÏoped, since data concerning the dynamic
behavior of the ceil are lacking. The study of interactions occurring between
proteins involved in functional complexes, which are known to be central to most
cellular functions, is fundamental in achieving this goal. The Fluorescent Protein
fragment Complementation Assay, a method developed in our lab, allows facile
detection ofprotein interactions in vivo. Our aim was to establish the capabilities of
this assay at detecting protein-protein interactions in signaling pathways, both at the
steady state and the dynamic state. We chose the HOG MAPK pathway of yeast
Saccharomyces cerevïsiae as a simple and easy to use model to test this hypothesis.
Fluorescent PCA mapping of the HOG pathway allowed us to detect most known
interactions as well as some new potential interactions. However, our approach was
unable to detect the rapid modulations that occur when the HOG pathway is
activated. The quest for a PCA approach that would allow us to follow the dynamics
of protein interactions in real time is stiil ongoing. Such an approach would provide
scientists with an important tool aflowing a better understanding of the mechanisms
which allow a celi to live.
Key words: protein-protein interactions, Protein-fragment complementation assay
(PCA), high osmolarity pathway
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1Introduction
2Généralités
La science, en tant que connaissance, a toujours cherché à conceptualiser et à
modéliser la réalité de ce monde, et ce, afm de nous aider à mieux le comprendre.
Cette tendance est d’autant plus forte lorsqu’on étudie le monde très abstrait et
microscopique de la cellule. Le séquençage du génome des organismes vivants nous
a apporté la génomique. L’étude du protéome de ces organismes nous a menés à la
protéomique. À la richesse des données provenant de ces recherches s’oppose notre
incapacité à toutes les intégrer et les conceptualiser. La biologie des systèmes est
une discipline naissante qui vise justement à intégrer, et ultimement modéliser,
toutes ces connaissances. Elle répond à ce besoin pressant de conceptualiser les
organismes vivants et leurs composantes, qui sont intrinsèquement reliées, chacune
exerçant sa fonction afin de donner lieu à la vie. La présente recherche s’inscrit dans
cette perspective.
La levure Saccharornyces cerevisiae en tant que modèle pour l’étude du choc
osmotique
Dans le but de simplifier ce travail colossal, nous nous sommes dotés d’organismes
modèles qui, malgré leur simplicité et leur facilité d’usage, sont un reflet des
organismes plus complexes. La levure $accharomyces cerevisiae est aujourd’hui le
modèle Eucaryote le mieux caractérisé, en grande partie puisque son génome est le
premier génome d’Eucaryote ayant été séquencé (Goffeau et al. 1996). Ce
saprophyte unicellulaire hétérotrophique vit normalement sur les fruits et les
animaux, où il catabolise préférentiellement les sucres comme source de carbone.
Au cours de son évolution, la levure a dû continuellement s’adapter aux
changements de son environnement, puisqu’ elle n’a pas d’éléments moteurs lui
permettant d’échapper à celui-ci. Dans son milieu naturel, elle a été exposée à des
conditions variables de disponibilité de nutriments, de température, de pH,
d’oxygénation et d’osmolarité. Les fruits sont effectivement un environnement
osmotique capricieux, les levures étant exposées aux sucres de plus en plus
3concentrés du fruit mûrissant tout autant qu’à la pluie, qui en comparaison est hypo
osmotique (Smits et aÏ. 1999).
Les levures ont donc développé des mécanismes de contrôle de l’osmolarité afin
d’adapter leur métabolisme et leur physiologie aux changements du milieu et
poursuivre leur prolifération. Comme le changement des propriétés osmotiques du
milieu est souvent brusque, et que les échanges de molécules d’eau à travers la
membrane sont rapides, la levure a dû développer des mécanismes rapides de
réponse. L’adaptation des levures aux chocs osmotiques comporte des mécanismes
à court terme et à long terme (Blomberg et aÏ. 1992, Mager et cl. 1993). Les levures
peuvent être métaboliquement actives sur une grande gamme d’ osmolarité, qui varie
d’espèce en espèce. Au-delà de ces limites, les levures sont capables de survivre à la
déshydratation presque complète. L’ intérêt scientifique envers 1’ osmo-adaptation
des levures provient initialement d’un besoin d’améliorer les capacités de la levure à
survivre dans les conditions industrielles, où elle est utilisée pour produire la bière,
le vin et le pain, notamment. Ce domaine de recherche a soudainement suscité
beaucoup plus d’intérêt de la part de la communauté scientifique lorsqu’en 1993,
des chercheurs ont découvert qu’une MAPK était impliquée dans le processus
d’osmo-adaptation de la levure (Brewster et al. 1993). Les principes de l’osmo
adaptation sont conservés parmi les Eucaryotes, et les levures sont devenues un
système modèle pour en étudier les mécanismes. S. cerevisiae est le modèle de
levure le plus fréquemment utilisé pour étudier l’osmo-adaptation, mais
Schizosaccharomyces pombe est aussi utilisée pour étudier les mécanismes de
signalisation (Hohmann 2002).
L’osmolarité, approximation de l’osrnolalité, est le potentiel chimique de l’eau libre
en solution, exprimé en terme de moles de solutés par moles de solution (Wood
1999). Afin de maintenir le volume de la cellule nécessaire au bon fonctionnement
de ses activités biologiques, l’osmolarité extérieure de la cellule doit être légèrement
inférieur à celui à l’intérieur. Cette force osmotique est contrée par la capacité de la
membrane plasmique à résister à cette pression, ce qui a pour effet de maintenir la
4cellule en turgescence (Blomberg et al. 1992, Wood 1999). Pour contrecarrer l’effet
du choc osmotique, plusieurs organismes vivants activent la synthèse de solutés
pouvant rétablir la balance osmotique (glycine, bétaïne, sorbitol, sucrose, glycérol,
ou encore acides aminés) (Welsh 2000). S. cerevisiae répond au choc osmotique en
synthétisant du glycérol. Le stress osmotique ne fait pas qu’induire la production de
glycérol, mais a un grand impact sur la physiologie cellulaire, causant la
réorganisation du cytosquelette, des changements dans les propriétés de la
membrane, dans l’homéostasie des ions, dans le métabolisme, ainsi qu’un arrêt du
cycle cellulaire, en plus de modifier dramatiquement l’expression des gènes
(Hohmann 2002). Les voies MAPK sont à l’origine de ces changements.
Les voies de signalisation MAPK
Les voies des MAPK sont ubiquitaires chez les Eucaryotes, conservées autant chez
la levure que chez l’Homme. On les retrouve chez les animaux (Cooper 1994), les
plantes (Jonak et al. 1999), et les mycètes (Errede et al. 1995, Herskowitz 1995).
Elles sont habituellement impliquées dans la réponse aux signaux provenant de
l’environnement (hormones, facteurs de croissance, cytokines, etc.). Elles contrôlent
la croissance cellulaire, la morphogenèse, la prolifération, la réponse au stress, et
sont impliquées dans plusieurs maladies. La figure 1 illustre la structure habituelle
de ces cascades de signalisation.
Ces voies de signalisation sont activées par un senseur, souvent situé à la
membrane. Le senseur stimulé active habituellement un système de relais du signal,
qui contrôle l’activation ou l’inhibition de la voie. L’élément ubiquitaïre des voies
MAPK est le module de protéines MAPKKK (ou MEKK), MAPKK (ou MEK) et
MAPK. Une MAPKKK phosphoryle et active la MAPKK sur les résidus sérine et
thréonine dans une région conservée du domaine N-terminal. À son tour, la
MAPKK activée phosphoryle et active la MAPK sur ses résidus thréonine (parfois
sérine) et tyrosine. Cette double phosphorylation est nécessaire à l’activation de la
MAPK. Les résidus phosphorylés se trouvent dans la boucle d’activation du
5Figure 1: Schéma de la structure habituelle des voies MAPK (Hohmann 2002). Les
voies MAPK sont une cascade de signalisation de protéines transportant le signal de
la membrane au noyau, où la MAPK active l’expression de ses gènes cibles. Chaque
composante est ici illustrée avec la nomenclature acceptée. Les flèches indiquent la
direction du flux d’information.
Senseur/Récepteur
c. Système de contrôledu signal en amont
I
O Kinase en amont
I
MAPKKK
MAPKK
I
MAPK
de la transcription
Gène(s) cible(s)
I
I
6domaine catalytique de la MAPK. Habituellement, l’activation de la MAPK
provoque son transfert vers le noyau, où elle phosphoryle des régulateurs de la
transcription, modulant l’expression de ses gènes cibles en réponse aux stimuli.
Dans certains cas, des composantes de cette cascade sont partagées par différentes
voies de signalisation, comme c’est le cas pour la levure. Une littérature exhaustive
et de nombreux articles de revues ont été publiés au sujet des MAPK (Garrington et
al. 1999, Gustin et al. 1998, Schaeffer et al. 1999)
Les MAPK chez S. cerevisiae
Le séquençage complet du génome de S. cerevisiae a permis d’identifier, par
similarité de séquence, les MAPK de cet organisme, qui sont au nombre de 5
(Gustin et al. 1998). Des études génétiques ainsi que des observations
physiologiques ont permis d’établir que ces MAPK sont impliquées dans au moins 6
voies MAPK (Figure 2) (Elion 2000, Hohmann 2002, Posas et al. 1998). Ces voies
ont pour fonction de diriger la croissance cellulaire (formation des bourgeons,
projections lors de l’accouplement, croissance pseudohyphale), de remodeler la
surface cellulaire en vue de la croissance (intégrité de la membrane, intégrité de la
cellule), et de maintenir la turgescence. La formation de spores est aussi
accompagnée d’un remodelage de la surface. En somme, elles sont responsables de
la morphogenèse de la cellule en fonction des stimuli de développement et des
stimuli externes, la coordonnant avec la prolifération cellulaire.
La voie 110G
La voie MAPK la mieux caractérisée est la voie HOG, qui est activée moins d’une
minute après un soudain changement d’osmolarité. Elle est encore aujourd’hui la
voie de réponse au stress osmotique la plus connue chez les Eucaryotes.
L’organisation de cette voie a été élucidée par une série d’études génétiques et
d’épistasie (Figure 3). En 1993, les travaux de Michael Gustin et de ses collègues
ont permis de trouver Hoglp et Pbs2p dans un criblage pour des mutants sensibles
7Figure 2 : Schéma des six voies MAPK de la levure Saccharomyces cerevisiae
(Hohmann 2002). Dans l’ordre, elles sont: la voie de réponse aux phéromones, la
voie de développement pseudohyphale, la voie de croissance végétative, la voie
HOG, la voie de réponse à la perte d’intégrité de la membrane (ou voie PKC) et la
voie de sporulation. Les senseurs/récepteurs présumés sont en rouge, les systèmes
de contrôle du signal en amont en orange, les kinases en amont en jaune, la cascade
de kinase en degrés de bleu, les régulateurs de transcription en vert, et Ste5p, la
protéine échafaud de la voie de réponse aux phéromones, est en gris. Les flèches
indiquent la direction du flux d’information. Les protéines qui ne sont pas
identifiées sont les mêmes que les protéines à leur gauche.
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8Figure 3: Structure détaillée de la voie HOG (Hohmann 2002, Seet et aÏ. 2004).
Les branches Sho 1 et Sln 1 sont présentées, ainsi que la cascade du signal de
l’osrnosenseur aux récepteurs nucléaires. Les phosphatases (en gris) sont aussi
incluses.
Shol Sin I Membrane
Msn2/4
9au choc osmotique (Brewster et ai. 1993). Leurs travaux ont permis d’établir que la
délétion de P352 ou HOGI inhibait la croissance de la levure en milieu de haute
osmoÏarité. Ces mutants adoptaient une morphologie ressemblante à une croissance
pseudohyphale, ou encore à un schmoo, et n’accumulaient que la moitié du glycérol
qu’accumulent les cellules sauvages en situation de choc osmotique (Brewster et aï.
1993, Brewster et aÏ. 1994, Schuller et al. 1994). Comme la double délétion
hoglA/pbs2A provoquait le même effet qu’une des deux délétions, ces chercheurs
ont conclu que ces deux protéines fonctionnaient dans la même voie de
signalisation. Le fait qu’un choc osmotique provoquait une phosphorylation rapide
de Hoglp de façon Pbs2p-dépendante est venu confirmer cette conclusion.
Par la suite, les travaux de Harno Saito et de ses collègues ont permis d’identifier
deux autres composantes de la voie: SÏnIp et Ypdlp (Maeda et al. 1994, Posas et al.
1996). Ils ont pu établir que la délétion d’un de ces deux gènes causait la mortalité.
Un criblage pour des mutations supprimant la pathologie des délétions de Slnlp et
Ypdlp a permis de trouver Hoglp et Pbs2p, liant ainsi Slnlp et Ypdlp à la voie
110G. Le criblage a aussi permis d’identifier deux autres composantes: Ssklp et la
MAPKKK Ssk2p (Maeda et al. 1994). Ssk22p est ensuite venue se rajouter aux
composantes connues de par son homologie à Ssk2p (Maeda et al. 1995). Des
études génétiques et d’épistasie ont par la suite permis d’ordonner les composantes
de ces voies de signalisation, plaçant Ssklp en amont de Ssk2p et $sk22p, et ces
dernières en amont de Hoglp et Pbs2p (Maeda et al. 1995). Les mêmes chercheurs
ont effectué des criblages pour des mutants sensibles au choc osmotique dans des
souches de levure ssk2A/ssk22A, ce qui a pennis d’identifier Sholp et la MAPKKK
Stel lp, ainsi que SteSOp (Posas et aï. 199$). Enfin, l’implication de Ste2Op et
Cdc42p a été établie par d’autres criblages (Cvrckova et al. 1995). La voie 110G est
au centre de la réponse au choc osmotique.
Les levures mutantes comportant une voie 110G inactivée ne sont pas capables de
s’adapter de façon appropriée aux changements osmotiques. En effet, les triples
mutants ssk24/ssk224/stelM sont sensibles au choc osmotique et n’activent pas la
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voie 110G. Diverses combinaisons de délétions de gènes de la voie HOG ont permis
d’établir que deux branches indépendantes permettent à la cellule de répondre au
choc, puisque les souches n’ayant qu’une des deux branches inactivées sont toujours
en mesure d’activer rapidement Hoglp (Maeda et al. 1995).
Des mécanismes indépendants des MAPK permettent également l’adaptation au
choc osmotique (Hohmann 2002). Par exemple, la protéine membranaire fsplp, qui
est responsable de l’export du glycérol à travers la membrane, ajuste son transport
en fonction du choc osmotique, augmentant celui-ci en cas de choc hypotonique et
le diminuant en cas de choc hypertonique (Tamas et al. 1999). La voie PKA est
aussi impliquée dans le changement du patron d’expression des gènes après un choc
osmotique. Celle-ci est plutôt responsable des fonctions de réponse au stress,
comme elle le fait pour le choc thermique, le manque de nutriments, le stress
oxydatif et le niveau élevé d’éthanol (Ruis et ai. 1995).
Enfin, mentionnons que l’homologue mammifère de 110G est la MAPK p38 (Han et
aÏ. 1994). On retrouve des orthologues de Hoglp dans d’autres mycètes, chez la
drosophile et chez les animaux, mais pas chez les plantes (Caffrey et al. 1999).
Senseurs de la voie 110G
Alors que chez les cellules mammifères, la réponse au choc osmotique semble
provenir d’un mécanisme non spécifique, celle de la levure est transmise par des
osmosenseurs. Vu le nombre élevé de molécules pouvant stimuler la voie 110G, il
est peu probable que l’osmosenseur réponde directement à un ligand, comine le font
la mai orité des récepteurs membranaires. Les osmosenseurs, contrairement aux
chemosenseurs, ne dépendent pas directement d’un ligand, mais doivent plutôt
détecter les changements des propriétés physicochimiques d’un solvant, ou encore,
les changements mécaniques dus aux changements d’osmolarité et de turgescence
de la cellule. On assume généralement que les osmosenseurs sont des protéines
membranaires, mais il est aussi possible qu’ils soient situés à l’intérieur de la cellule
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(Wood 1999). Les osmosenseurs et les mécanismes qui leur permettent de détecter
les variations d’osmolarité sont encore peu connus. Des études in vitro sont
nécessaires pour prouver le rôle d’osmosenseur d’une protéine (Rubenhagen et aï.
2001). Comme les osmosenseurs sont fréquemment des protéines membranaires, et
comme il est difficile d’étudier de tels systèmes in vitro, de telles données sont rares
(BuT 2001). Chez S. cerevisiae, on a depuis longtemps assumé que les osmosenseurs
sont Sholp et Slnlp, deux protéines membranaires non reliées, chacune contrôlant
une des deux branches majeures de réponse au stress osmotique.
Pour la croissance en milieu de haute osmolarité, les deux branches sont en effet
redondantes. Par contre, des mécanismes indépendants de ces deux branches et
impliquant d’autres protéines ont été rapportés (O’Rourke et al. 1998, Van
Wuytswinkel et al. 2000), parmi lesquels se retrouve Msb2p (ORourke et aï. 2002).
Cette protéine membranaire interagit physiquement avec $holp et Cdc42p. Msb2p
et Sholp sont toutes deux nécessaires pour activer pleinement cette branche. Msb2p
pourrait donc servir d’osmosenseur pour certaines voies MAPK (Cullen et aÏ. 2004).
Sholp et $lnlp ont été désignées comme osmosenseurs par défaut pour plusieurs
raisons. D’abord, les deux branches qu’elles contrôlent répondent au stress
osmotique (Brewster et al. 1993). Ensuite, des preuves génétiques placent Sholp et
Slnlp en amont de toutes les autres composantes connues de la voie HOG, et des
mutations dans 5H01 et SLNI affectent l’activité des deux branches (Maeda et al.
1994, Posas et al. 1997). Enfm, les deux protéines sont trans-membranaires
(Ostrander et al. 1999, Reiser et al. 2000). Des études ont démontré que Slnlp serait
effectivement un senseur direct de turgescence (Reiser et aÏ. 2003). Les niveaux de
glycérol dans la cellule semblent réguler l’activité de SInlp, ce qui suggère que cet
osmosenseur pourrait détecter les différences d’osmolarité entre les deux côtés de la
membrane plutôt que simplement une plus grande osmolarité externe (Tao et aï.
1999). Par contre, de récentes recherches nous portent à croire que $holp ne serait
pas un senseur direct du choc osmotique (Raitt et aï. 2000). Ces études ont démontré
que Sholp ne servirait qu’à recruter Pbs2p à la membrane, et il ne serait donc pas en
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tant que tel un senseur d’osmolarité. Des études exhaustives de criblage pour une
mutation conférant une sensibilité au choc osmotique dans des souches
ssk2Wssk22A n’ont pas pu révéler un autre senseur. Soit celui-ci est encodé par des
protéines redondantes, soit la fonction est remplie par un membre connu de la voie,
ou alors un autre mécanisme ne relevant pas de ces protéines est impliqué.
Les protéines membranaires de la famille Wsc, responsables de veiller à l’intégrité
de la membrane, sont de possibles osmosenseurs pour la branche Shol (Verna et aï.
1997). Aussi, il est bien connu qu’un choc osmotique perturbe la structure du
cytosquelette (Brewster et al. 1994). Comme Sholp est localisée aux endroits de la
membrane plasmique où la croissance et l’expansion cellulaire se déroulent, il a été
proposé que l’actine, ou un autre élément du cytosquelette, pourrait être couplé à
Sholp afin d’activer la branche Shol en réponse à un choc osmotique (Hohrnann
2002). L’osmosenseur de cette branche pourrait donc être situé à l’intérieur de la
cellule.
Activation de la branche Shol
Sholp est composée de quatre domaines fransmembranaires du côté N-terminal, et
d’un domaine SH3 cytosolique spécifique au domaine polyproline de Pbs2p.
L’affinité de liaison entre Pbs2 et Shol est modeste, mais très spécifique, dans un
environnement protéique contenant de nombreux autres domaines SH3 et poly
proline (Maeda et al. 1995, Zarrinpar et al. 2003). La branche Shol, lors d’un choc
osmotique, active Pbs2p via la MAPKKK Stel lp. Shol aurait un site de liaison à
Stel 1 (Zarrinpar et al. 2004). Le mécanisme d’activation de Stel lp est peu connu,
et implique Ste2Op, Cdc42p et Ste5Op, une protéine adaptatrice qui relie Stel lp et
Cdc42p (Drogen et al. 2000). On sait que le choc osmotique mène à l’activation de
Cdc42p, une GiPase, par un mécanisme encore inconnu. Cdc42p, à son tour, lie et
active Ste2Op (Raitt et al. 2000). Ensuite, Ste2Op phosphoryle sa cible: Stel lp. Une
fois activée, Stel lp phosphoryle Pbs2p, qui à son tour phosphoryle Hoglp.
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Plusieurs interactions sont donc impliquées dans la formation du complexe de
signalisation autour de Sho 1.
Activation de la branche SJn1
En situation iso-osmotique, le récepteur Slnlp est actif, et s’auto-phosphoryle.
$lnlp possède une activité protéine-histidine-kinase et est située à la tête d’un
système de relais de groupements phosphate (Slnlp-Ypdlp-Ssklp) similaire au
système à deux composantes qu’on retrouve chez les procaryotes (Posas et al. 1996,
West et aÏ. 2001). Slnlp transmet le groupement phosphate de son domaine
histidine kinase à son domaine de régulation, puis à la protéine Ypdlp, qui le relaie
sur un résidu aspartate de Ssklp (Lu et aÏ. 2003). Ssklp phosphorylée est inactive
(Posas et aÏ. 1996, Saito 2001, Wurgler-Murphy et aÏ. 1997). En cas de choc
osmotique, Slnlp adopte une conformation inactive et cesse de s’auto-phosphoryler,
ce qui met fin à la cascade de phosphorylation. Ssklp est rapidement
déphosphorylée par un mécanisme encore aujourd’hui inconnu, ce qui provoque son
activation. Cette protéine lie alors Ssk2p ou Ssk22p (deux MAPKKK redondantes),
qui à leur tour activent Pbs2p (Maeda et al. 1995) La liaison Ssklp à Ssk2p ou
Ssk22p est essentielle à la transmission du signal. Toutefois, seule Ssklp
déphosphorylée est en mesure d’interagir avec ses substrats (Posas et aÏ. 1998). La
protéolyse de $sklp déphosphorylée, médiée par l’ubiquitine, est à l’origine de
l’extinction du signal après que la levure s’est adaptée (Sato et al. 2003).
Implication des phosphatases
La phosphorylation des MAPK est régulée par des kinases, mais aussi par des
phosphatases. Bien qu’on consacre plus d’attention aux kinases, l’importance des
phosphatases n’en est pas moindre. Les phosphatases jouent plusieurs rôles
importants dans la levure. Elles atténuent le signal de base des voies de
signalisation, prévenant toute activation en absence de stimuli. Aussi, elles
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préviennent une suractivation des voies après stimulation. Enfin, elles permettent
aux protéines de revenir à leur état de phosphorylation nonnal après l’adaptation.
Il existe trois classes de phosphatases: les phosphatases à double spécificité (DSP),
qui agissent autant sur les phospho-tyrosines que les phospho-thréonines (farooq et
al. 2004), les tyrosine-phosphatases (PTP), qui s’attaquent uniquement aux résidus
phospho-tyrosine (Wurgler-Murphy et al. 1997, Zhan et al. 1997), et enfin les
phosphatases de type 2C (PP2C), qui s’attaquent aux résidus phospho-thréonine et
phospho-sérine, et ont une faible activité phosphatase pour les résidus phospho
tyrosine (Cheng et al. 1999). Chez la levure, il y a 2 DSP (Msg5p et Sdplp), trois
PTP (Ptplp-3p), et Ptclp-5p sont les seules PP2C dont on puisse détecter l’activité.
Les DSP n’ont pas d’effet connu sur la voie HOG (Wurgler-Murphy et al. 1997).
Ptp2p et Ptp3p, quant à elles, sont impliquées dans les cascades de MAPK. Ptp2 a
une préférence pour Hoglp et Mpklp, alors que Ptp3p a une préférence pour Fus3p
(Wurgler-Murphy et al. 1997, Zhan et aÏ. 1997). Ptclp déphosphoryle les résidus
thréonine de Hoglp in vitro (Warmka et aÏ. 2001). Ptc2 et 3 semblent avoir le même
effet (Young et al. 2002). Des études ont permis d’établir que Ptp2p, Ptp3p et
Ptclp-3p peuvent réguler la localisation et la durée d’activation de Hoglp
phosphorylée (Mattison et al. 2000). On suspecte ces phosphatases d’être
responsables de la boucle de rétroaction permettant de désactiver Hoglp et ses
cibles (Jacoby et al. 1997, Wurgler-Murphy et aÏ. 1997). L’effet n’est pas
nécessairement spécifique, car ces phosphatases ont aussi les MAPK Fus3p, Ksslp,
Slt2p et Mkplp comme cibles. L’absence de stimulation des osmosenseurs pourrait
donc être à la source de la boucle de rétroaction permettant de faire cesser le signal
après l’adaptation, ou encore les deux phénomènes pourraient être mis à
contribution de façon concertée. Enfin, on a proposé que Hoglp active certaines
phosphatases, qui viendraient inhiber les autres voies et prévenir le débordement du
signal vers ces voies, assurant ainsi en partie la spécificité de la transmission du
signal (Davenport et aÏ. 1999, Hall et aÏ. 1996).
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Localisation des composantes de la voie 110G
Les signaux des voies MAPK, comme bien d’autres voies de signalisation, partent
de la membrane et sont dirigés vers le noyau. Dans ce procédé dynamique, les
changements de localisation des diverses composantes sont tout aussi importants
que les changements d’activité. Récemment, il a été possible d’observer la
localisation cellulaire des diverses composantes grâce à la GFP (figure 4). Sinlp est
normalement distribué uniformément sur la membrane. Lors d’un choc osmotique,
$lnlp s’agglomère à la membrane (Reiser et ai. 2003). Sholp est aussi située à la
membrane plasmique, dans les régions de croissance polarisée, tel le bourgeon.
(Reiser et al. 2000). Sa localisation ne change pas en cas de choc osmotique, mais
elle recrute Pbs2p à la membrane, où Cdc42p et Ste2Op sont situées (Raitt et aï.
2000). Même si la localisation de Pbs2p ne semble pas être affectée par le choc
osmotique, des mutants de cette protéine abrogeant sa phosphorylation s’accumulent
aux sites contenant Sholp lors d’un choc osmotique, un phénomène dépendant de
Sholp (Reiser et ai. 2000). Ces preuves tendent à soutenir que Pbs2p interagirait de
façon transitoire avec Sholp.
Ste5Op et Stel lp interagissent via leur domaine SAM. Les deux protéines sont
normalement situées dans le cytoplasme. Lors d’un choc osmotique, ces deux
protéines demeurent dans le cytoplasme, mais semblent former de petits agrégats
localisés (Posas et al. 1998).
Hoglp est normalement retrouvée uniformément dans la cellule. En réponse au choc
osmotique, Hoglp se rend rapidement au noyau. Seule sa phosphorylation est
nécessaire à ce transit, et non pas son activité kinase. Après un retour à un milieu
osmotique normal, ou après l’osmoadaptation, Hoglp sort du noyau par un procédé
qui nécessite son activité kinase. Sa déphosphorylation n’est par contre pas
nécessaire (fenigno et al. 1998, Reiser et aï. 1999).
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Figure 4: Localisation subcellulaire des composantes de la voie HOG avant et
après un choc osmotique (environ 10 minutes après le choc) (O’Rourke et aï. 2002).
Les cellules sont illustrées avec un bourgeon naissant (en haut) et un noyau (au
centre, en bas). La localisation des protéines est identifiée par les régions de couleur
correspondant à leur nomenclature. La localisation de Cdc42p après un choc
osmotique n’a pas été établie.
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Ptp2 est surtout située dans le noyau, alors que Ptp3 est cytoplasmique (Mattison et
al. 1999). Leur localisation ne change pas en réponse au stress osmotique, ni tout
autre stimulus des MAPK. Cette différence dans leur localisation pourrait être à la
responsable de la spécificité du rôle de ces phosphatases (Mattison et al. 2000).
Hoglp module l’activité de nombreux récepteurs nucléaires. Le répresseur de
transcription Skolp est normalement situé dans le noyau. Par contre, lors d’un choc
osmotique sévère, il en est rapidement exporté et se retrouve dans le cytoplasme
(Pascual-Ahuir et al. 2001). Les protéines à doigt de zinc Msn2p et Msn4p sont
cytoplasmiques, mais sont rapidement transportées vers le noyau en réponse au
stress osmotique ou à d’autres formes de stress (Gonier et al. 1998). Hotlp, quant à
elle, se retrouve dans le noyau indépendamment des conditions osmotiques (Rep et
aÏ. 1999).
Deux voies non redondantes
La découverte de deux branches en apparence redondantes permettant de contrôler
la réponse au choc osmotique via les voies de signalisation MAPK a soulevé une
importante question: pourquoi la levure a-t-elle conservé ou créé cette redondance
au cours de son évolution, et quel avantage est-ce que cette complexité accrue lui
apporte? Il est difficile de concevoir que la levure ait maintenu, au cours de son
évolution, deux branches parfaitement redondantes pour activer Pbs2p sans raison.
Pour expliquer ce paradoxe, on a proposé que la sensibilité des deux branches aux
chocs osmotique était différente, permettant à la cellule de s’adapter à une plus
grande gamme de variation d’osmolarité (Maeda et aÏ. 1995). De nombreuses
preuves viennent soutenir cette hypothèse. D’abord, dans des souches
ssk2A/ssk22z\, chez qui la réponse au choc osmotique dépend de la voie Shol, la
phosphorylation de Hoglp survient lorsque les cellules sont exposées à 300mM
NaCl, alors que pour les souches ssk22&sho lA, chez qui la réponse dépend de la
branche Slnl, elle survient à ÏOOmM (Maeda et al. 1995). La branche SIni serait
donc plus sensible aux petites variations osmotiques du milieu. Elle est toutefois
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nécessaire pour activer l’expression de certains gènes en réponse à une forte
osmolarité. Cette branche couvrirait donc une plus grande gamme d’osmolarité. Les
différences de sensibilité des deux voies pourraient s’expliquer par le fait qu’ elles
sont activées par des stimuli différents. Aussi, la branche Shol a une réponse binaire
au choc osmotique, s’activant brusquement passé son seuil d’activation, alors que la
branche Sini a une réponse dose-dépendante, le signal provenant de cette voie
augmentant peu à peu au fur et à mesure que l’osmolarité du milieu change. On a de
plus noté que de petits chocs osmotiques font varier la proportion de Hoglp
phorphoiylée, alors que pour de grosses variations, où pratiquement tout le pool de
Hoglp cellulaire est phosphorylé, c’est plutôt la durée d’activation de Hoglp qui
varie (Hohrnann 2002). En somme, les deux branches de la voie ROG permettent
d’orchestrer la réponse osmotique et d’intégrer les contraintes internes et externes
de la cellule afin de maintenir la turgescence nécessaire à la croissance.
Conséquences de l’activation de la voïe 110G
L’activation de Pbs2p est une conséquence de sa phosphorylafion sur ses résidus
$er154 et Thr518 par l’une des 3 MAPKKK: Stellp, Ssk2p ou Ssk22p (Posas et al.
1997). Pbs2p active phosphoryle Hoglp sur ses deux résidus Thr174 et 1yr176
(Jacoby et al. 1997), et Hoglp est alors transportée vers le noyau (Ferrigno et al.
1998, Reiser et al. 1999). La protéine Pbs2p est cytoplasmique et semble être exclue
du noyau. La phosphorylation de Hoglp survient donc dans le cytosol (Reiser et aï.
1999). Hoglp active entre dans le noyau en moins d’une minute après un choc
osmotique. (O’Rourke et aÏ. 2004). Plus le choc est sévère, plus le temps de transit
vers le noyau est long, et plus l’expression des gènes cibles de Hoglp est retardée
(Rep et al. 1999). Dépendamment de la sévérité du choc, Hoglp demeure active
dans le noyau pour une durée de quelques minutes à quelques heures (Mattison et
aÏ. 2000). Une portion de Hoglp demeure tout de même dans le cytosol lors d’un
choc osmotique, car Hoglp y effectue d’autres fonctions (Teige et al. 2001). Dans
les mutants ssk2A/ssk224/steIl4 chez qui les deux branches Shol et SInI sont
inactives, Hoglp est tout de même activée par phosphorylation lors de chocs
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osmotiques allant au-delà de 1 .4M NaCI (Van Wuytswinkel et al. 2000). Ce curieux
phénomène pourrait être dû à un mécanisme jusqu’ici inconnu, ou simplement à
l’auto-phosphorylation de Hoglp. Cette dernière hypothèse est plausible si on
considère que tout comme ERK1, Hoglp contient un domaine de dimérisation, bien
qu’il n’ait pas été démontré in vivo que Hogi dimérise (Khokhlatchev et al. 199$).
La voie HOG a aussi un rôle biologique même en absence de choc osmotique
(Aguilera et aÏ. 2005, Garcia-Rodriguez et aÏ. 2000, Reynolds et al. 199$).
De nombreuses études ont caractérisé l’impact de l’activation de la voie HOG sur la
transcription (Causton et al. 2001, Gasch et al. 2000, Posas et al. 2000, Rep et aï.
2000, Yale et al. 2001). Hoglp activée contrôle l’activité de plusieurs activateurs ou
répresseurs de la transcription et augmente l’expression d’environ 10% des gènes de
la levure (soit environ 600 gènes). La fonction des gènes cibles de cette voie
confirme son implication dans la réponse au choc osmotique. Plus de la moitié du
génome est impliqué dans les diverses réponses aux changements de
l’environnement en général (Causton et al. 2001). Hoglp accomplit ces
changements via quatre activateurs de transcription (Hotlp, Smplp, Msn2p et
Msn4p) et un répresseur (Skolp) (Alepuz et al. 2003, de Nadal et aÏ. 2003, Profi et
al. 1999, Proft et aÏ. 2002, Rep et al. 2000, Rep et aÏ. 1999). Ce changement massif
du patron d’expression des gènes serait le reflet des changements métaboliques
requis pour permettre l’osrnoadaptation. On en connaît moins sur la réponse au choc
hypotonique. L’analyse globale du patron d’expression des gènes après un choc
hypotonique n’a pas révélé de patron spécifique de réponse, mais plutôt une
régulation à la baisse de tous les gènes normalement activés par un choc
hypertonique (Gasch et al. 2000).
L’activation de Hoglp a aussi d’autres conséquences importantes sur la physiologie
et le métabolisme de la cellule. Après un stress osmotique, une chute transitoire de
la synthèse protéique a lieu. Il ne semble pas que Hoglp soit impliqué dans cette
chute, mais elle serait plutôt nécessaire à la reprise de la synthèse protéique (Uesono
et aÏ. 2002). Un choc osmotique provoque également un arrêt transitoire du cycle
20
cellulaire, les cellules cessant leur progression en phases GI ou G2-M jusqu’à
l’adaptation (Alexander et al. 2001). Enfin, les fortes concentrations ioniques
présentes après un choc osmotique, causent la dissociation de plusieurs protéines de
la chromatine de façon non spécifique. Hoglp procure une certaine protection
contre cet effet en phosphorylant Nhalp et Toklp, des canaux ioniques transportant
les ions Na+ et K+. Ceci a pour effet de stimuler l’efflux de ces ions (Profi et ai.
2004).
Voies MAPK et spécificité du signal
La découverte des diverses composantes faisant partie de la voie HOG et des autres
voies MAPK ainsi que la caractérisation de la fonction de ces composantes a
soulevé une question importante qui s’applique non seulement à ces voies, mais
aussi à toutes les voies de signalisation des organismes vivants celle de la
spécificité du signal. Comme les voies MAPK partagent de nombreuses
composantes, les chercheurs se sont demandé comment la cellule était capable
d’intégrer une myriade de stimuli en réponses spécifiques via des composantes
partagées. Chez les levures sauvages, on n’observe pas de débordement du signal
vers les autres voies MAPK lorsque la voie HOG est activée (Davenport et al. 1999,
Jansen et aÏ. 2001, Posas et al. 1997). Pourtant, Stellp et Ste2Op, qui activent la
voie HOG, sont aussi impliquées dans l’activation des autres voies MAPK. Aussi,
on observe un débordement dans les souches où Hoglp ou Pbs2p mutées sont
incapables d’activer la réponse au choc (Davenport et al. 1999, Hall et al. 1996,
Madhani et al. 1997, O’Rourke et al. 199$). La fréquence de tels phénomènes de
partage des composantes dans les voies de signalisation en général rend la question
de la spécificité du signal d’autant plus pertinente. Encore une fois, les voies MAPK
de S. cerevisiae se sont avérées être d’excellents modèles nous permettant de
répondre à cette question.
Plusieurs mécanismes permettant d’assurer la spécificité du signal ont été proposés.
Sans contredit, le plus important de ces mécanismes est l’utilisation de protéines
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d’échafaudage (Pawson et al. 1997). Ces protéines, capables de lier plusieurs
protéines d’une voie de signalisation, ont pour fonction de rapprocher physiquement
les composantes et, par la spécificité de leurs domaines de liaison, favoriser
l’activation d’une voie spécifique, ségréguant ainsi le signal dans une seule voie
(Ptashne et al. 2003, van Drogen et aÏ. 2002). Ste5p est la première protéine
d’échafaudage à avoir été identifiée comme tel. Elle assure la spécificité du signal
dans la voie de réponse aux phéromones (Elion 2001). Pbs2p est la protéine
échafaud de la voie HOG, liant Sholp à l’activation de Stel lp et prévenant les
débordements de signalisation vers les autres voies en permettant aux composantes
de la voie d’être rapprochées (Posas et al. 1997). Cette idée est supportée par des
études où des fusions entre Stel lp et Pbs2p ne permettent que l’activation de la voie
HOG, alors que des fusions entre Stel lp et Ste7p ne permettent que d’activer la
voie de réponse aux phéromones (Harris et aÏ. 2001). Aussi, la délétion de ces
protéines échafaud provoque des signaux erronés transmis d’une voie à l’autre,
soulignant l’importance qu’ont ces protéines au niveau de la spécificité du signal
(Madhani et aÏ. 1997, O’Rourke etal. 1998).
Parmi les autres mécanismes assurant la spécificité du signal, on retrouve la
spécificité kinase-substrat, la spécificité différente des MAPK pour les facteurs de
transcription en amont des voies de signalisation, les interactions coopératives
médiées par des domaines modulaires favorisant la colocalisation des protéines de
signalisation, et finalement l’action des phosphatases (voir la section sur les
phosphatases ci-haut). Récemment, il a été proposé que les MAPK pourraient aussi
affecter l’activité des cibles des autres MAPK, en stimulant leur dégradation (Bao et
al. 2004, Chou et aÏ. 2004). Ces mécanismes sont probablement les attributs
généraux qui permettent d’assurer un flux spécifique de l’information à travers les
voies de signalisation. Même si les protéines échafauds peuvent assurer en grande
partie la spécificité des voies MAPK, la spécificité des IVIAPK pour leurs substrats
et les phosphatases impliquées dans les boucles de rétroaction pourraient être tout
aussi importantes, autant chez la levure que chez d’autres organismes vivants
(Chang et al. 2001).
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Études statiques et dynamiques
Les études génétiques et les études d’épistasie qui ont permis d’élucider
l’organisation de la voie HOG sont basées en grande partie sur des données
statiques, qui négligent souvent l’aspect dynamique et même spatial des voies de
signalisation. Le modèle du comportement dynamique actuel de ces voies est en
grande partie déduit de ces données. La biologie des systèmes nous pousse à rejeter
les modèles classiques de signalisation, présentés sous forme de schémas
représentant des protéines reliées par des flèches et alignées en cascade. On sait
aujourd’hui que ces modèles rigides ne reflètent pas entièrement tous les enjeux
concernant les voies de signalisation, et que la réalité est en fait bien plus complexe.
Un appel criant s’est donc fait entendre de la part de la communauté scientifique
afin de développer des outils et des techniques nous permettant non seulement
d’étudier les voies de signalisation de façon dynamique, mais aussi de trouver des
façons de les représenter et les conceptualiser d’une façon qui serait un meilleur
reflet de la réalité cellulaire. Plusieurs techniques et méthodes ont été mises au point
afin d’atteindre ce but, et l’intégration de la bioinformatique est venue révolutionner
notre façon de représenter les voies de signalisation (Droit et al. 2005).
Méthodes de détection d’interactions protéine-protéine
Comme les interactions entre protéines sont à la base de la grande majorité des
phénomènes se déroulant dans les voies de signalisation, leur étude permet d’obtenir
beaucoup d’informations sur la fonction des protéines. Les protéines s’assemblent
fréquemment en complexes afin d’effectuer leur fonction. L’étude de leurs
interactions est donc une méthode tout indiquée pour nous permettre de percer les
mystères de l’organisation dynamique des voies de signalisation et en apprendre
plus sur la fonction de ces protéines dans le contexte cellulaire. Il existe de
nombreuses techniques permettant d’étudier les interactions entre protéines. Par le
passé, des méthodes classiques comme l’immunoprécipitation, ou la
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chromatographie par affinité ont été utilisées pour étudier les interactions. Par
contre, vu la quantité de plus en plus importante de protéines à caractériser, de
nouvelles méthodes plus adaptées à l’étude à grande échelle ont dû être
développées. De plus, des méthodes permettant la détection in vivo plutôt qu’in vitro
des interactions étaient souhaitables afin de permettre d’étudier les complexes de
protéines dans leur environnement natif.
Les travaux pionniers de Stanley Fields et ses collègues ont permis de mettre au
point une technique qui encore aujourd’hui est la méthode la plus connue permettant
de détecter des interactions protéine-protéine in vivo à plus grande échelle: le
double-hybride (fields et aï. 1989). Elle se base sur l’expression d’un gène
rapporteur, dans le noyau de la levure, activé par la reconstitution de deux domaines
d’un activateur de transcription couplés aux protéines d’intérêt. Cette méthode a été
utilisée pour cartographier le protéome en entier de la levure S. cerevisiae (Ito et al.
2000, Uetr et al. 2000), procurant aux chercheurs une quantité impressionnante de
données concernant les interactions entre protéines. Cette méthode a toutefois ses
désavantages. Les interactions doivent avoir lieu dans le noyau, et les protéines
d’intérêt doivent donc pouvoir s’y rendre et y interagir. Aussi, cette méthode
engendre de nombreux faux positifs qui viennent contaminer les banques de
données d’ interactions protéine-protéine. Malgré tout, le double-hybride est une
méthode robuste largement répandue et utilisée (Pandey et aï. 2000).
Le FRET, dont le principe a été formulé par Fi5rster en 1958, et son petit frère le
BRET, sont une autre famille de méthodes permettant de détecter les interactions
entre protéines (Angers et aÏ. 2000, Truong et aÏ. 2001). Ces méthodes se basent sur
la détection du transfert d’énergie de la fluorescence ou la bio-luminescence entre
deux protéines fusionnées aux protéines d’intérêt. Ces méthodes produisent
également des faux positifs, et sont limitées par les contraintes stériques et l’absence
d’amplification du signal (dans le cas du FRET).
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Plus récemment, de nouvelles méthodes basées sur l’utilisation de la spectrométrie
de masse ont vu le jour. Parmi celles-ci, la méthode TAP-TAG est sans doute celle
dont l’usage est le plus répandu (Rigaut et al. 1999). Dans ces méthodes, une
protéine d’intérêt est fusionnée à un ou plusieurs appâts qui sont utilisés pour
purifier la protéine par chromatographie d’affinité. On utilise ensuite la
spectroméfrie de masse afin d’identifier les protéines ayant coprécipité avec la
protéine d’intérêt. Le TAP-TAG est une méthode très sensible et facilement
adaptable à une plus grande échelle. Par contre, les protéines doivent être extraites
des cellules, avec des conséquences implicites sur les possibilités de faux positifs et
de faux négatifs inhérentes aux méthodes utilisant des purifications in vitro. L’ étude
du comportement dynamique des interactions est également plus difficile.
Enfin, il existe aussi des méthodes basées sur la reconstitution de deux fragments
d’une protéine rapporteuse fusionnés aux protéines d’intérêt (Ghosh et al. 2000).
Parmi celles-ci, le Protein-fragment Complementation Assay (PCA) est une
technique qui a été mise au point par notre laboratoire (figure 5). De nombreux
PCA ont été mis au point, chacun faisant usage d’une protéine rapporteuse
différente. Le PCA basé sur la reconstitution de l’activité de la dihydrofolate
réductase (DHFR), une enzyme dont l’activité est essentielle à la survie de
l’organisme hôte, est le premier PCA ayant été développé (Pelletier et al. 1998).
Cette méthode a été employée dans divers organismes cellules mammifères (Remy
et aÏ. 1999), végétales (Subramaniam et al. 2001), bactériennes (Pelletier et aï.
1998) et chez la levure (présent ouvrage, données non publiées). Elle a également
été utilisée à plus grande échelle pour cribler une librairie de mutants (Pelletier et al.
1999).
Un PCA basé sur la reconstitution de l’activité de l’enzyme Beta-lactamase a
également été développé au laboratoire (Galameau et al. 2002). Alors que le PCA
DHFR permet la détection d’interaction par la croissance ou l’absence de croissance
des cellules, le PCA Beta-lactamase permet la détection d’interactions par
l’entremise d’une réaction enzymatique dont le produit est fluorescent. Un PCA
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Figure 5: Principes généraux du PCA (Michnick 2004). A) La protéine
rapporteuse, qui doit être petite et monomérique, a comme toutes les autres
protéines un mécanisme de repliement qui lui permet d’atteindre sa conformation
native et d’effectuer sa fonction. B) Dans un PCA, cette protéine est scindée en deux
fragments de façon rationnelle, en prenant soins de choisir une boucle externe de la
protéine afin de perturber sa structure native aussi peu que possible. Ces deux
fragments sont ensuite fusionnés aux protéines d’intérêt A et B via un lien
polypeptidique souple (ici en orange). Si les protéines d’intérêt n’interagissent pas,
alors la protéine rapporteuse ne peut se replier, et son activité n’est pas détectable.
C) Si les protéines A et B interagissent, le rapprochement spatial des deux protéines
permet de reformer artificiellement le lien peptidique brisé de la protéine
rapporteuse, ce qui laisse celle-ci se replier. On peut alors détecter son activité.
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basé sur la reconstitution de la GfP et ses variantes a aussi été élaboré (Ghosh et aï.
2000, Remy et aÏ. 1999). Enfin, un PCA utilisant la luciférase de ReniÏÏa est en
cours de développement.
Le PCA par fluorescence
Le PCA par fluorescence (ou PCA GfP) conserve les mêmes principes généraux
que les autres formes de PCA, et utilise comme protéine rapporteuse la GFP ou
l’une de ses variantes. La GFP est scindée en deux fragments, la coupure se trouvant
entre les acides aminés 157 et 158, situés sur une boucle extérieure de la protéine. Il
a été prouvé que ces deux fragments seuls n’étaient pas en mesure de reconstituer
une GFP fluorescente, alors que s’ils sont fusionnés à deux protéines qui
interagissent entre elles, le repliement est permis (Ghosh et al. 2000). Des essais de
PCA par fluorescence dans les cellules mammifères ont déjà été rapportés dans la
littérature, mais aucun essai dans la levure n’a été publié.
Le PCA appliqué dans la levure a de nombreux avantages. D’abord, les protéines de
fusion sont exprimées dans leur milieu natif, et la détection de leurs interactions a
lieu in vivo. Les protéines sont donc libres de circuler normalement dans la cellule,
ce qui permet une détection des interactions dans leur contexte biologique. Il est
conséquemment possible d’observer, par microscopie, la localisation des
interactions. Par exemple, la détection d’interactions entre protéines situées à la
membrane est possible, à condition que les deux fragments se retrouvent dans le
même compartiment cellulaire, et qu’ils n’entravent pas le signal de localisation à la
membrane de la protéine d’intérêt. Ensuite, la détection des interactions et
l’observation de leur localisation peuvent se faire en temps réel, et ne sont pas
indirectes, comme c’est le cas pour les rapporteurs activés par transcription, par
exemple. Enfin, cette technique est peu coûteuse et simple, ce qui en fait un bon
candidat pour les applications à large échelle (Michnick 2003).
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Cette technique a tout de même ses limites. Contrairement à d’autres PCA, l’usage
de la GfP comme protéine rapporteuse diminue sa sensibilité, car le signal
provenant d’une paire d’interactions n’est pas amplifié, comme c’est le cas pour les
rapporteurs enzymatiques. Aussi, comme pour tous les PCA, la possibilité demeure
que l’interaction ne puisse être détectée à cause de la disposition stérique des
protéines d’intérêt, ce qui mène à des faux négatifs. Le lien peptidique qui raccorde
les protéines d’intérêt aux fragments a pour but de diminuer cet effet. La longueur
de ce lien et son contenu en acides aminés sont d’une grande importance. Le lien
peptidique idéal est soluble, flexible, n’est pas la cible de protéases, et est assez long
pour permettre à la protéine rapporteuse de se replier sans obstruction, mais pas trop
long pour minimiser les repliements dus aux interactions indirectes (Remy et al.
1999). Il n’est toutefois pas possible d’affirmer qu’une interaction détectée par PCA
soit nécessairement directe, puisque certaines configurations spatiales dans les
complexes d’interaction rapprochant suffisamment les deux fragments pourraient
permettre la détection d’interactions indirectes. Il est aussi possible de minimiser le
nombre de faux négatifs dus à l’encombrement stérique en fusionnant les fragments
aux côtés C-terminal et N-terminal des protéines d’intérêt, diminuant ainsi la
possibilité que l’interaction ne vienne empêcher le repliement des fragments.
Depuis le sous-clonage du cDNA de la GfP en 1992 (Prasher et aÏ. 1992), de
nombreux travaux ont permis d’améliorer les propriétés de cette protéine en tant que
rapporteur. Aujourd’hui, il existe de nombreux mutants de la GFP ou de la RFP,
chacune ayant des propriétés spectrales distinctes (Isien 2005). Les protéines
fluorescentes ont aussi été adaptées afin d’optimiser leur expression hétérologue
dans d’autres organismes. La construction de variantes optimisées pour l’expression
dans la levure a permis d’augmenter significativement le niveau d’expression de ces
protéines dans les levures (Cormack et al. 1997). À partir de ces variantes
optimisées, des chercheurs ont étudié différentes variantes de la GFP et la YfP, dont
la Venus, la Citrine, et la yEGfP (Sheff et al. 2004). Les mutations qui distinguent
ces diverses protéines affectent les propriétés de repliement, de résistance au pH,
aux ions de Chlore, aux températures élevées ainsi que les propriétés spectrales du
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fluorophore. Aussi, ces chercheurs ont fait l’usage d’une mutation (A206R) qui a
pour but de drastiquement diminuer la propension qu’ont les protéines fluorescentes
à se dimériser à haute concentration. Les protéines ainsi mutées sont affublées d’un
«m» au début de leur désignation, indiquant leur nature monomérique. Cette
mutation est d’autant plus importante pour le PCA, car des rapporteurs capables de
dimériser peuvent nuire à la formation et à la stoechiométrie des complexes. Ces
versions optimisées sont environ deux fois plus brillantes que les fluorophores non
optimisés. L’amélioration des propriétés de la GfP a donc permis d’augmenter de
façon significative la sensibilité des techniques qui en font usage.
Le PCA par fluorescence appliqué à la cartographie des voies de signalisation
Dans la perspective de la biologie des systèmes, qui vise à intégrer nos
connaissances au niveau des voies de signalisation, nous souhaitons mettre en place
une méthode permettant de cartographier, à grande échelle, in vivo, les interactions
entre les complexes de protéines. Afin de mettre cette approche au point, nous avons
choisi la levure comme modèle. La levure est un modèle simple et facile
d’utilisation, et plusieurs de ses voies de signalisation sont conservées dans les
organismes Eucaryotes. Comme la voie HOG se trouve parmi les voies de
signalisation les mieux caractérisées de S. cerevisiae, cette voie a été choisie comme
modèle pour nous permettre de confirmer la capacité du PCA par fluorescence à
détecter des interactions dans cet organisme.
Le PCA par fluorescence n’ ayant jamais été utilisé dans la levure, il nous a d’abord
fallu établir quelle méthode d’expression des protéines de fusion était la mieux
adaptée à un essai PCA. La levure est un outil génétique puissant où les possibilités
de manipulation du génome et de l’expression des gènes sont multiples. Deux
possibilités s’offraient à nous pour nous permettre d’y exprimer les protéines de
fusion. D’abord, le vecteur d’expression le plus répandu est le plasmide, qui permet
de contrôler le niveau d’expression via un promoteur inductible ou un promoteur
constitutif Cette méthode répandue requiert la construction des plasmides par
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biologie moléculaire, dans une bactérie, puis l’insertion facile des constructions
finales par transformation dans la levure (Figure 6). Il est aussi possible de
transformer la levure avec une cassette de recombinaison homologue contenant le
fragment du rapporteur flanqué des régions homologues au 3’ de l’ADN codant
pour le gêne d’intérêt, insérant ainsi directement sur le génome, sous contrôle du
promoteur endogène, la protéine de fusion (Figure 7).
La seconde approche offre un avantage majeur sur la première comme les
protéines de fusion se retrouvent sous le contrôle du promoteur naturel du gène
d’intérêt, le niveau d’expression et le patron d’expression demeurent sensiblement
identiques à celui du gène sauvage. Comme notre approche vise à étudier le
comportement de systèmes dont chaque étape de régulation est importante, une
approche où la sonde perturbe le système le moins possible et conserve tous les
mécanismes pouvant être des cibles de régulation est souhaitable.
En second lieu, il nous fallait choisir quelle variante de la GfP, parmi celles mises à
notre disposition, émettait un signal PCA maximal. Peu importe la méthode
d’expression choisie pour les protéines de fusion, il est tout de même possible que le
PCA atteigne sa limite de sensibilité si seulement une partie des protéines d’intérêt
interagissent. Afin de minimiser de telles possibilités, il nous fallait déterminer pour
quel rapporteur la fluorescence du PCA était la plus élevée. Des recherches menées
dans la levure ont pu déterminer que la Citrine et la Venus émettaient un signal de
fluorescence plus puissant que les autres variantes, la Citrine ayant un maigre
avantage sur la Venus (Sheff et al. 2004). Comme la fluorescence de la protéine
rapporteuse pleine longueur n’est pas nécessairement garante de son signal PCA,
nous avons choisi de comparer les protéines les plus prometteuses (mCitrine,
Citrine, Venus et yEGfP) dans un essai PCA. Pour cet essai, nous avons choisi
d’utiliser Ras et le RBD de Raf comme protéines d’intérêt, puisque l’interaction
entre ces deux protéines est bien caractérisée, et est de haute affinité (KD20nM)
(Hernnann et al. 1996).
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Figure 6 : Principes du PCA par fluorescence chez la levure basé sur l’expression à
partir de plasmides. L’ADN codant pour les protéines d’intérêt A et B (ici en jaune
et vert) est sous-cloné dans un vecteur d’expression, en phase avec les fragments de
la GFP (ici en bleu et rouge), unis par un lien peptidique souple (ici en orange). Ces
constructions sont transformées dans des levures haploides (Mata/Matc. Comme le
vecteur possède un marqueur de résistance (ici en mauve), il est possible de
sélectionner les levures ayant intégré le plasmide avec succès. Les souches positives
sont ensuite croisées entre elles afin d’obtenir dans une cellule diploïde les deux
gènes fusionnés aux deux fragments de la GFP. Si les deux protéines d’intérêt
interagissent, le repliement de la GFP est permis, et on peut détecter sa présence par
fluorescence.
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Figure 7: Principes du PCA par fluorescence chez la levure basé sur la
recombinaison homologue et l’expression sous contrôle du promoteur endogène.
Les fragments de la GFP (ici en bleu et rouge) sont sous-clonés dans une cassette,
en phase avec un lien peptidique souple (ici en orange). La cassette inclut aussi un
marqueur de sélection (en mauve). Ces cassettes sont amplifiées par PCR en
ajoutant, aux extrémités, les séquences homologues au 3’ du gène d’intérêt (en gris).
On transforme ensuite ces cassettes dans des levures haploides (Mata/Matci. La
recombinaison homologue, un mécanisme naturel chez la levure, permet d’insérer
les cassettes via les régions d’homologie avec le gène, en 3’ de celui-ci. Une fois
sélectionnées et diagnostiquées pour la présence de l’insert, les souches positives
sont ensuite croisées entre elles afin d’obtenir dans une cellule diploïde les deux
gènes d’intérêt fusionnés aux deux fragments de la GFP sous contrôle du promoteur
endogène. Si les deux protéines d’intérêt interagissent, le repliement de la GFP est
permis, et on peut détecter sa présence par fluorescence.
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Avec un système d’expression et un rapporteur adéquat en main, nous souhaitions
établir la capacité de la méthode PCA choisie à détecter des interactions établies
dans la littérature entre différentes composantes de la voie de sigiialisation modèle
choisie: la voie HOG. Cette cartographie nous permettrait d’établir la capacité du
PCA à détecter des interactions de façon fiable. Nous souhaitons également voir si
le PCA permet de détecter des interactions qui jusqu’ici n’ont pas été rapportées. De
telles cartes statiques sont utiles pour jeter des liens de fonctions entre les
partenaires d’interaction.
Enfin, dans le but de réconcilier la cartographie d’interactions avec les objectifs de
la biologie des systèmes, nous souhaitons profiter des avantages inhérents du PCA
par fluorescence pour cartographier dynamiquement des voies de signalisation.
Nous voulons utiliser cette méthode afin d’observer directement et en temps réel
l’effet de perturbations sur les voies de signalisation. Les informations fournies par
une telle cartographie peuvent être intégrées, à l’aide de la bio-informatique, dans
un modèle mathématique capable de représenter le comportement dynamique
observé de la voie. Contrairement aux cartes d’interactions statiques, qui permettent
d’établir des liens de fonction entre les protéines, une carte dynamique voit plutôt
chaque paire d’interactions comme une sonde capable de rendre compte de l’état
actuel d’un complexe de protéines, procurant une vue d’ensemble sur les
comportements dynamiques des voies de signalisation. Comme il est
expérimentalement facile de l’activer et de la perturber, la voie HOG a été choisie
comme modèle. L’objectif est de vérifier la viabilité de notre approche dans un
système simple pour éventuellement l’utiliser dans d’autres organismes plus
complexes et sur plusieurs voies de signalisation à la fois.
Les modèles choisis comportent souvent des compromis. Malgré tous ses avantages,
il est bien établit que la voie HOG réponds très rapidement aux perturbations
osmotiques. Il est donc envisageable que certaines des interactions apparaissent ou
disparaissent de façon transitoire. Ceci pose problème, puisque le PCA par
fluorescence est limité dans sa capacité à détecter les interactions transitoires par la
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vitesse de repliement des fragments du fluorophore. Bien que plusieurs mutations
apportées à la GFP et ses variantes viennent améliorer les propriétés de repliement
de la protéine pleine longueur (les variantes utilisées dans la présente recherche se
repliant dans l’ordre de quelques minutes), il est difficile de spéculer sur la vitesse
de repliement des fragments fusionnés après induction d’une interaction des
protéines d’intérêt auxquels ils sont accrochés. Toutefois, il est aussi envisageable
que certaines interactions, qui ne soient pas ou peu transitoires, apparaissent ou
disparaissent dans un ordre de vitesse plus long que celui du repliement des
fragments. Aussi, il demeure possible que, pour une MAPK donnée, seul un petit
nombre de protéines soit impliqué dans la transmission du signal et dans les
changements dynamiques d’interactions. Dans un tel cas, le PCA par fluorescence,
qui est déjà très peu sensible, pouffait voir son signal positif être masqué par le bruit
de fond provenant de l’autoftuorescence des cellules. Malgré toutes ces limites, la
voie HOG demeure la voie la mieux caractérisée chez la levure, ce qui nous a
poussé à la choisir comme voie modèle. Comme très peu de choses sont connues sur
la dynamique des interactions entre les protéines de la voie HOG, la seule façon de
vérifier la capacité du PCA à détecter de tels changements dynamiques était de le
vérifier expérimentalement.
34
Matériel et méthodes
35
Souches bactériennes, souches de levure et conditions de culture
Pour permettre la construction des divers plasmides par biologie rnolécu]aire, la
souche DH5Œ (Stratagene) a été utilisée. Ces bactéries ont été cultivées dans du
milieu LB (1% Bacto-tryptone, 0.5% extrait de levure, 1% NaCI) ou sur des pétris
LB agar (Bacto-tryptone, 0.5% extrait de levure, 1% NaC1, 1.5% agar). Les
plasmides utilisés contiennent un marqueur de résistance à l’ampicilline. Les
bactéries transformées ont donc été cultivées en présence de 100Jig/ml
d’ ampicilline.
Des levures haploïdes de souche BY4742 (Mato) et 3Y4743 (Mata) ont été
utilisées pour les essais PCA. Ces souches contiennent des délétions qui les rendent
sensibles à l’absence de molécules organiques essentielles à la prolifération
(Ahis/AÏeu/Amet/Aura pour BY4742 et Ahis/Aieu/Alys/L\ura pour BY4743) Les
levures haploïdes ont été cultivées en milieu riche YPD (1% extrait de levure, 2%
peptone, 2% glucose (dextrose)) ou en milieu minimal SC (06% «Yeast Nitrogen
Base w/o Amino Acids », 0.08% mélange d’acides aminés, 2% glucose). Les
transformants ont été cultivés sur milieu SC minimal avec sélection auxotrophique
(p413ADH contient une cassette URA qui permet la survie en absence d’uracile et
p415ADH contient une cassette LEU qui permet la survie en absence de leucine). La
sélection des levures diploïdes s’est fait sur milieu minimal SC avec une sélection
auxotrophique appropriée (-lys-met pour les levures diploïdes sauvages, -lys-met
leu-ura pour les levures diploïdes transformées avec p413ADH et p415ADH). Pour
toutes les mesures de fluorescence, les levures ont été placées dans un milieu
minimal SC à faible fluorescence (5 g/l (NH4)2S04, 1 g/l KH2PO4, 0.5 g/l MgSO4,
0.1 g/l NaCl, 0.1 g/l Ca2Cl, 0.5 mg/l H3B04, 0.04 mg/l CuSO4, 0.1 mg/l KI, 0.2 mg/l
FeCl3, 0.4 mg/l MnSO4, 0.2 mg/l Na2MoO4, 0.4 mg/l ZnSO4, 2 ig/l biotine, 0.4 mg!!
pantothénate de calcium, 2 mg/l inositol, 0.4 mg/l niacine, 0.2 mg/l PABA, 0.4 mg/l
pyridoxine HC1, 0.4 mg!l thiamine) avec la sélection auxotrophique appropriée.
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Constructions génétiques
Les enzymes employées pour les constructions génétiques proviennent soit de
Fermentas ou de New England Biolabs. Les conditions et les temps de réaction
recommandés par le fabriquant ont été suivis. Les gels d’agarose employés (1%
agarose) contiennent du Gelstar® (Cambrex). Ce marqueur d’ADN permet de
visualiser les bandes sous une lumière bleu qui n’est pas dommageable pour l’ADN.
La purification des bandes d’ADN à partir des gels s’est fait en employant le kit
QIAEX TITM de Qiagen. L’extraction des plasmides contenus dans les bactéries s’est
fait en employant le kit «QlAprep spin miniprep»TM de Qiagen. Les
recommandations du fabriquant ont été suivies.
Amplification des fragments 1 et 2 et des versions pleines longueur de la
yEGFP, la Citrine, la mCitrine et la Venus
Les plasmides pKT1 03, pKTI4O, pKT2O9 et pKT21 1, contenant respectivement les
séquences codantes pour les versions de la Venus, la Citrine, la yEGFP et la
mCitrine optimisées pour l’expression dans la levure sont publiquement disponibles
(Sheif et al. 2004). Les fragments 1 et 2 de ces protéines, ainsi que leur version
pleine longueur, ont été amplifiés par PCR à partir de ces plasmides, en utilisant les
oligonucléotides appropriés (voir Tableau I). Ces oligonucléotides ajoutent des sites
de restriction aux extrémités 5’ et 3’ des séquences afin de permettre leur sous-
clonage. La moitié du lien peptidique souple (GGGGS) est également ajoutée en 5’.
Pour amplifier le fragment 1, les oligonucléotides A et E ont été employés. Pour
amplifier le fragment 2, les oligonucléotides B et F ont été employés. Pour amplifier
la mCitrine pleine longueur, les oligonucléotides A et F ont été employés. Le kit
AccuprimeT Pfx d’Invitrogen, qui emploie l’enzyme Pfx, a été utilisé pour ces
amplifications, vu sa haute fidélité. Le protocole suggéré par le fabricant a été
employé sans modifications. Le produit des PCR a été placé sur gel d’agarose. La
bande de taille appropriée a été découpée du gel, et l’ADN en a été extrait.
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Tableau I: Liste des oligonucléotides employés lors des amplifications par PCR de
la mCitrine. Les séquences codantes pour les sites de restriction sont soulignées. Les
séquences codantes pour les liens peptidiques souples sont en italique. Les
séquences d’hybridation au gène cible sont en gras. Les codons STOP ajoutés sont
en gras et soulignés. Les séquences permettant aux enzymes de restriction de digérer
le produit PCR ajoutées aux extrémités des oligonucléotides (tel que recommandé
par le fabricant) n’ont pas de modification de police.
DtTi
D
ij Tj Tj Tj
ri Cl) Cl) Cl) Ci)
Z(D
DCi)
D
I
1H b
I HCDL l H HIC)H
H IH IH CIHH HI HIfl HIC)H
D
H
H HH
H)
HC)H
H Hç)
H HC) HHH
Ô
H HC)
H
JD
C C
D






































































